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即时 浸 酸 显 羞 提高 浪 育 性 家 乔 卵 辅酶 | 和 开 含 量 


姚 金 美 , 万 华星 , 司马 杨 虎 , 赵 林 川 


(苏州 大 学 基础 医学 与 生物 科学 学 院 , 江苏 苏州 215123) 


摘要 : 即时 浸 酸 在 阻止 家 看 Bombyx mori 卵 浪 育 发 动 的 同时 , 提高 了 其 呼吸 耗 氧 量 , 抑制 了 山梨 醇 积 累 。 本 研究 
利用 HPLC 法 测定 了 家 看 浪 育 卵 和 5 min 即时 浸 酸 清 育 性 卵 中 辅酶 I 和 开 含 量 。 结 果 表 明 : 产 下 后 24 -72 h, 家 
乔 灌 育 卵 中 NAD, NADH，NADP 和 NADPH 含量 分 别 下 降 了 30% , 37% , 50% 和 4% ; 而 即时 浸 酸 滞 育 性 卵 中 分 
别 增加 了 77% , 46% , 142% 和 241% 。 不 过 ,即时 浸 酸 并 未 显著 改变 灌 育 性 家 乔 卵 中 NADHANAD 和 NADPH/ 
NADP 比值 。 据 此 推测 ， 即 时 浸 酸 提高 汪 育 性 家 和 蛋 卵 辅酶 I 含量 与 其 呼吸 耗 氧 量 增加 有 关 ; 即时 漫 酸 显著 提高 辅 
酶 工 含量 与 山梨 醇 积 累 抑制 无 关 , 而 主要 与 生物 合成 加 强 有 关 。 
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Instant hydrochloride acid soaking enhances NAD(H) and NADP(H ) 


levels in diapausing eggs of the silkworm, Bombyx mori 

YAO Jin-Mei, WAN Hua-Xing, SIMA Yang-Hu, ZHAO Lin-Chuan (College of Preclinical Medicine 
and Biological Science, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China) 

Abstract: For diapausing eggs of the silkworm, Bombyx mori, diapause initiation is prevented with 
instant hydrochloric acid (HCl ) soaking, which can cause the marked enhancement of oxygen 
consumption and the inhibition of sorbitol accumulation. NAD(H) and NADP(H) levels in diapause 
eggs and those soaked with HCl for 9 min at 24 h after oviposition were determined using HPLC methods. 
From 24 h to 72 h after oviposition, levels of NAD, NADH, NADP and NADPH in diapausing eggs 
decreased by 30% , 37% , 50% and 4% , respectively, whereas those in diapausing eggs soaked with 
HCL increased by 77% , 46% , 142% and 241% , respectively. Moreover, no significant effect of HCL on 
both NADHZNAD and NADPHZNADP ratios was observed. It is so inferred that, in diapausing eggs 
soaked with HC], the marked increase of NAD(H) is involved in the marked enhancement of oxygen 
consumption, whereas the enhancement of NADP( H) is related to the stronger biosynthesis rather than 
the inhibition of sorbitol accumulation. 
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提高 了 沸 育 家 和 看 卵 丙 酮 酸 诉 酶 和 乳酸 脱氧 酶 活性 ， 


(Yamashita，1996 ) 。2S% 和 下， 家 重 沾 育 性 卯 
(diapausing eggs) 大 约 在 产 下 后 24 bh 左右 开始 清 育 
发 动 , 表现 为 呼吸 耗 氧 量 急剧 下 降 、 糖 原 大 量 转换 
为 山梨 醇和 胚胎 细胞 分 裂 逐 渐 放 慢 并 且 最 终 停 止 与 
细胞 周期 的 G, 阶段 。 即 时 浸 酸 可 以 阻止 滞 育 性 家 
笃 卵 的 清 育 发 动 , 同时 显著 提高 其 呼吸 耗 氧 量 , 并 
且 阻 止 山 如 醉 积 累 。 此 外 , 低温 处 理 能 够 解除 家 下 
卵 的 沛 育 状 态 , 同时 山 巢 醇 重新 转换 为 糖 原 ( 黄 军 
置 , 2003 ) 。 范 兰 分 等 (2011 ) 报道 ,即时 浸 酸 显著 


这 两 种 酶 属于 糖 酵 解 途径 , 其 活性 提高 表明 即时 浸 
酸 阻止 滞 育 发 动 时 和 看 卵 呼吸 代谢 增强 。 

辅酶 ] NAD(H) 包 括 还 原型 烟 酰 胺 腺 嗓 叭 二 
核 背 酸 (reduced nicotinamide adenine dinucleotide ， 
NADH) 和 和 氧化 型 烟 酰 腕 腺 嗓 叭 二 核 昔 酸 
(nicotinamide adenine dinucleotide ，NAD ) 两 种 类 型 。 
NAD 是 糖 醉 解 和 三 凑 酸 循环 的 主要 氢 受 体 , 生成 的 
NADH 通过 呼吸 电子 传递 链 被 0, 氧化 , 再 生 为 
NAD。 辅 酶 耳 NADP(H) 包 括 还 原型 烟 酰 胺 腺 嗓 哈 
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二 核 背 酸 兢 酸 (reduced nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate,，NADPH ) 和 和 氧化 型 烟 酰 胺 腺 
叮 哈 二 核 背 酸 磷 酸 ( nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate，NADP ) 两 种 类 型 。NADP 是 
磋 酸 戊 糖 途径 的 氢 受 体 ， 生成 的 NADPH 用 于 生物 
合成 和 抗 氧 化 , 并 且 再 生 为 NADP ( Ying, 2008 ) 。 
NADPH 依赖 的 山梨 醇 脱 氢 酶 催化 NADPH 还 原 葡 
萄 糖 生成 山梨 醇 ,而 NAD 依赖 的 山梨 醇 脱 氢 酶 催 
化 山梨 醉 脱 氧 生成 葡 衔 糖 。 家 看 潍 育 卵 中 NAD 依 
赖 的 山梨 醇 脱 氢 酶 基因 不 表达 ， 因 此 糖 原 被 转换 为 
山梨 醇 并 且 大 量 积 累 直 来。 相反 ,低温 诱导 NAD 
依赖 的 山梨 醇 脱 所 酶 基因 表达 ,导致 已 经 积累 的 山 
梨 醇 重新 转换 为 糖 原 (Niimi et al.,，1993 ) 。 据 此 ， 
我 们 推测 即时 浸 酸 提高 沛 育 性 家 和 在 卵 呼吸 耗 氧 量 和 
抑制 其 山梨 醇 积累 现象 可 能 与 其 NAD(H) 和 NADP 
(了 于) 含量 变化 密切 相关 。 

为 了 检验 上 述 推论 , 我 们 曾经 利用 酶 循环 法 测 
定 了 家 看 济 育 卵 的 NAD(H) 和 NADP(H) 含 量 的 变 
化 , 发 现 即 时 浸 酸 显著 提高 了 NAD 和 NADP 的 含 
量 , 但 未 能 检测 到 NADH 和 NADPH( 赵 林 川 和 时 连 
根 , 2008)。 为 此 , 我 们 改 用 高 效 液 相 色谱 法 (high- 
performance liquid _ chromatography ，HPLC ) 重新 测定 
了 即时 漫 酸 对 浪 育 性 家 看 卵 中 NAD(H) 和 NADP 
(H) 含量 的 影响 。 绪 果 不 仅 成 功 检测 到 NAD， 
NADH, NADP 和 NADPH 4 种 成 分 , 而 且 发 现 即 时 
淄 酸 在 阻止 浪 育 发 动 的 同时 , 显著 提高 了 NAD(H) 
和 NADP(H) 含 量 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 家 鼻 品种 

二 化 性 、 单 系 家 看 原 种 大 造 ( Dazao)， 由 苏州 
大 学 看 桑 研 究 所 提供 。 
1.2 家 看 卵 的 获得 及 处 理 

家 看 卵 在 温度 23S%、 连 续 光 照 下 催 青 ， 孵 化 后 
常规 桑 叶 育 , 幼虫 期 、 肾 期 和 成 虫 期 都 置 于 25C、 
光 周 期 12L: 12D 中 , 以 生产 让 育 性 家 和 奎 卵 (Morita et 
al.，2003 ) 。 在 产 下 后 24 h, 将 其 中 一 份 进行 即时 
浸 酸 处 理 以 阻止 济 育 发 动 , 处理 重复 3 次 。 即 时 浸 
酸 处 理 条 件 为 : 用 1.075 g/mL HCL 液 于 46Y 下 浸 
5 min, 浸 毕 后 用 流水 充分 冲洗 , 豚 干 。 浸 酸 处 理 清 
育 性 家 符 卯 和 另 一 份 非 浸 酸 处 理 的 家 和 看 淖 育 卵 一 起 
保护 于 25C、 光 周期 12L: 12D 中 ,处 理 的 0, 6， 
12, 24 和 48 h 分 别 取样 。 样 品 在 液 氨 中 速冻 后 置 


于 -707 保 存 , 分 别 用 于 NAD(H) 和 NADP(HI) 含 
量 的 测定 。 
1.3 家蚕 卵 辅 酶 I 和 辅酶 开 含 量 测定 

家 乍 清 育 卵 ( 以 下 简称 “ 潍 育 卵 ”) 和 即时 浸 酸 
处 理 的 淖 育 性 家 乍 卵 (以 下 简称 "即时 浸 酸 卵 ”) 中 
NAD, NADH, NADP 和 NADPH 提取 和 含量 测定 采 
用 苏州 科 铬 生物 技术 有 限 公司 ( 江 苏 省 苏州 工业 园 
区 生物 纳米 科技 园 ) 生产 的 专用 试剂 盒 。 按 照相 关 
试剂 盒 说 明 书 进行 相关 操作 。 所 有 测定 都 重复 3 
次 。HPLC 分 析 条 件 如 下 : 色谱 柱 Agilent ZORBAX 
Sb-aq (250 mm x4.6 mm) ， 流 动 相 为 100 mmol/L 
PBS 缓冲 液 ( 含 10 mmol[ 工 四 丁 基 涡 化 馆 , pH 6.5) 
和 乙 且 配 比 成 9:1(wv), 流速 1 mL/min, NAD 和 
NADP 的 检测 波长 为 254 nm，NADH 和 NADPH 的 
检测 波长 为 340 nm, 柱 温 35 , 进 样 量 20 pL。 
1.4 数据 统计 与 分 析 

采用 ANVOA 和 Student " s Newman-Keuls post 
hoc test( SPSS Inc.,，USA ) 比较 滞 育 卵 和 即时 浸 酸 卵 
中 NAD,，NADH, NADP,，NADPH, NAD(H) 和 
NADP(H) 含量 以 及 NADHZNAD 比值 和 NADPH/ 
NADP 比值 的 差异 显著 性 , P < 0. 05 为 差异 显著 , P < 
0.01 为 差异 极 显著 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 即时 浸 酸 对 清 育 性 家 乔 卵 辅酶 I 含量 的 影响 
第 育 性 家 和 看 卵 产 下 后 24 -72 h, 误 育 卵 NAD 
( 瑞 ) 含 量 下 降 了 36% , 而 即时 浸 酸 卵 NAD(H) 舍 量 
升 高 了 50% , 后 者 NAD(H) 含 量 极 显 著 地 高 于 前 
者 (已 <0.01) , 产 下 后 72h 后 者 NAD(H) 舍 量 约 为 
前 者 的 234% (图 1: A); 淖 育 卵 NAD 含量 下 降 了 
30% ， 而 即时 浸 酸 卵 NAD 含量 升 高 了 77% ， 后 者 
NAD 含量 极 显 著 地 高 于 前 者 (P <0.01), 产 下 后 
72 h 后 者 NAD 含量 约 为 前 者 的 232% (图 1: B); 洲 
育 卵 NADH 含量 下 降 了 37% ， 而 即时 浸 酸 卵 
NADH 含量 升 高 了 46% , 后 者 NADH 含量 极 显著 地 
高 于 前 者 (已 <0.01) , 产 下 后 72 h 后 者 NADH 含量 
约 为 前 者 的 231% (图 1: C)。 
2.2 即时 浸 酸 对 清 育 性 家 等 卵 辅酶 开 含 量 的 影响 
滞 育 性 家 乍 卵 产 下 后 24 -72 hp，NADP(H) 含 
量 下 降 了 17% , 而 即时 漫 酸 卵 NADP(H) 含 量 升 高 
了 214% , 后 者 NADP(H) 含 量 高 于 前 者 , 其 中 产 下 
后 36 -72 h 达到 极 显 著 水 平 (P <0.01), 产 下 后 
72 h 后 者 NADP( H) 舍 量 约 为 前 者 的 378% (图 2: 
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A); NADP 含量 下 降 了 50% ， 而 即时 浸 酸 卵 NADP 
含量 升 高 了 142% , 后 者 NADP 含量 极 显 著 高 于 前 
者 (P<0.01), 产 下 后 72h 后 者 NADP 含量 约 为 前 
者 的 485% (图 2: B); NADPH 含量 仅 下 降 了 4%， 
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相反 即时 淄 酸 卵 NADPH 含量 升 高 了 241% ， 后 者 
NADPH 含量 极 显著 地 高 于 前 者 (P<0.01), 产 下 
后 72 hd 后 者 NADPH 含量 约 为 前 者 的 357% (图 2: 
ts 
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图 1 家 看 济 育 卵 和 即时 温 酸 孵 NAD(H)(A), NAD(B) 和 NADH(C) 伟 量变 化 
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Changes in NAD(H) (A), NAD (B) and NADH levels (C) in diapause eggs and HCl-soaked eggs of Bombyx mori 


it 检验,，*P<0.05, “P<0.01; 下 同 。Student’s t-test is used for statistical comparison, * P<0.05, * P<0.01. The same below. 
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图 2 家 看 湿 育 卵 和 即时 浸 酸 卵 NADP(H)(A), NADP(B) 和 NADPH(C) 伟 量变 化 
Fig. 2 Changes in NADP(H) (A), NADP (B) and NADPH levels (C) in diapause eggs and HCl]-soaked eggs of Bombyx mori 


2.3 ”即时 浸 酸 对 渍 育 性 家 看 卵 NADH/NAD 和 
NADPH/NADP 比值 的 影响 

清 育 卵 NADHZNAD 比值 在 产 下 后 36 h 达到 峰 
值 ,而 即时 浸 酸 卵 NADHANAD 比值 在 产 下 后 48 h 
达到 峰值 , 后 者 NADHANAD 比值 低 于 前 者 , 除了 
产 下 后 36 h 外 , 其 余 时 段 两 者 NADHANAD 比值 差 
异 不 显著 (P >0.05) (图 3: A); 沛 育 卵 产 下 后 24 - 
72 h, 其 NADPHZNADP 比值 升 高 了 86% ， 即 时 浸 
酸 卵 NADPHANADP 比值 在 产 下 后 30 h 达到 峰值 ， 
约 升 高 了 82% ， 除 产 下 后 48 h 外 ,其 余 时 段 两 者 
NADPHZNADP 比值 差异 不 显著 (P >0.05)( 图 3: 
B) 。 


3 讨论 


关于 沸 育 性 家 答 卵 诗 育 发 动 阶段 呼吸 耗 氧 量 显 


车 下 降 的 原因 ， 曾 经 先后 有 “呼吸 酶 系 缺陷 ”和 “ 旷 
壳 堵 塞 ” 两 种 假说 (Kim, 1987)。 后 来 研究 表明 , 沸 
育 发 动 阶段 浪 育 与 非 浪 育 卵 的 呼吸 代谢 酶 系 不 存在 
显著 差异 , 而 且 廊 育 发 动 前 后 卵 充 0 透 过 性 未 发 
生 显 著 变 化 (Sonobe and Nakamura，1991 ) 。 因 此 ， 
浏 育 发 动 阶段 家 看 卵 呼吸 耗 氧 量 显著 下 降 的 机 制 还 
需要 进一步 探讨 。 由 于 NAD 和 NADH 分 别 是 糖 酵 
解 -三 羧 酸 循环 和 呼吸 电子 传递 链 的 主要 氧 受 体 和 
供 体 (Ying，2008) , 所 以 NAD(H) 舍 量 和 NADH/ 
NAD 比值 与 浪 育 卵 呼 吸 耗 氧 量 密切 相关 。 本 人 研究 
结果 表明 , 沸 育 发 动 阶段 , 淖 育 卵 NAD(H) 含 量 显 
著 下 降 ; 与 此 相反 ,即时 浸 酸 显著 提高 了 滞 育 卵 
NAD(H) 含 量 ; 不 过 , 除了 个 别 时 段 外 ,即时 浸 酸 
处 理 未 能 显著 改变 滞 育 卵 NADHANAD 比值 。 可 
见 ， 即 时 浸 酸 可 能 主要 是 通过 提高 其 NAD(H) 含 量 ， 
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图 3 家 看 济 育 卵 和 即时 浸 酸 卵 NADHANAD(A) 和 NADPHANADP(B) 比值 变化 
Fig. 3 Changes in NADH/NAD (A) and NADPH/NADP (B) ratios in diapause eggs and HCl]-soaked eggs of Bombyx mori 


而 不 是 通过 降低 NADHANAD 比值 , 来 加 强 糖 酵 解 - 
三 凑 酸 循环 和 电子 呼吸 传递 链 , 从 而 显著 提高 了 浊 
育 卵 呼吸 耗 氧 量 。 

与 NAD(H) 主 要 参与 能 量 代谢 不 同 ,，NADP 
(H) 主 要 与 生物 合成 和 抗 氧化 相关 ( Ying, 2008 ) 。 
沛 育 卵 在 沛 育 发 动 阶段 糖 原 大 量 转换 为 山梨 醇 ， 该 
反应 需要 大 量 的 NADPH 来 还 原 葡 萄 糖 生 成 山梨 
醉 ; 相反 ,在 沸 育 解除 阶段 山梨 醇 重新 转换 为 糖 
原 , 该 反应 需要 大 量 的 NAD 来 氧化 山 巢 醇 生成 葡 
车 糖 。 由 于 NADP 和 NADPH 分 别 是 磷酸 戊 糖 途径 
和 生物 合成 以 及 抗 氧化 反应 中 主要 的 氧 受 体 和 供 体 
(Ying，2008 ) ， 所以，NADP(H) 含 量 和 NADPH/ 
NADP 比值 与 沾 育 卵 克 酸 成 糖 途径 和 生物 合成 以 及 
抗 氧化 反应 密切 相关 。 在 本 实验 结果 中 , 神 育 发 动 
阶段 入 育 卵 NADP(H) 含量 显著 下 降 ; 相反 ,即时 
浸 酸 阻止 浪 育 发 动 时 其 NADP(H) 含 量 显著 升 高 。 
不 过 , 即时 漫 酸 未 能 显著 改变 济 育 卵 NADPH/ 
NADP 比值 。 训 育 发 动 阶段 , 尽管 沛 育 卵 中 糖 原 转 
换 为 山梨 醇 需 要 大 量 NADPH, 但 是 由 于 其 他 生物 
合成 代谢 被 抑制 , 所 以 济 育 卵 对 NADPH 的 总 需求 
反而 下 降 ; 相反 ,即时 浸 酸 阻止 济 育 发 动 时 , 尽管 
山梨 醇 积 累 被 抑制 , 但 是 其 他 生物 合成 旺盛 进行 ， 
其 对 NADPH 需求 总 量 反而 增加 。 可 见 ， 即 时 浸 酸 
通过 提高 NADP( 开 ) 含量 ， 而 不 是 降低 NADPH/ 
NADP 比值 , 来 加 强 磷酸 成 糖 途径 ,以 满足 其 他 生 
物 合成 对 NADPH 的 需要 。 

此 前 研究 结果 证 实 , 即时 浸 酸 显著 提高 了 灌 育 
卵 H0，, 含量 、 抑 制 其 过 氧化 氨 酶 (catalase，CAT) 
基因 转录 , 其 还 原 与 氧化 型 合 胱 甘 肽 比值 (ratio of 
reduced glutathione and oxidized glutathione, GSH/ 


CSSC) 也 显著 下 降 ( 韩 武 梅 等 ,2009; 侯 宜 胜 等 ， 
2010; 重 刚 等 , 2010; 赵 林 川 和 时 连 根 , 2010; 王 丽 
等 , 2011; Meng et al., 2011; Sima et al., 2011) 。 可 
见 ， 即 时 浸 酸 可 能 通过 显著 提高 滞 育 卵 NAD(H) 合 
量 , 来 提高 呼吸 耗 氧 量 ,从 而 造成 了 氧化 胁迫 。 而 
本 实验 结果 表明 , 即时 浸 酸 显著 提高 请 育 卵 NADP 
(H) 含量 ， 提 示 除 了 满足 其 他 生物 合成 所 需 的 
NADPH 外 , 还 能 够 提供 足够 的 NADPH 来 清除 活性 
氧 (reactive oxygen species，ROS) ,从 而 防止 ROS 积 
累 造 成 严重 伤害 。 

NAD( H) 伟 量 主要 取决 于 NAD 合成 和 降解 的 
平衡 以 及 NAD 磷酸 化 生成 NADP 和 NADP 去 辜 酸 
化 生成 NAD 的 数量 ( Ying, 2008 ) 。 本 人 研究 测定 结 
有 果 表 明 , 沛 育 发 动 阶段 , 清 育 卵 NAD( 瓦 ) 含量 、 
NAD 含量 和 NADP 含量 显著 下 降 ; 相反 ,即时 浸 酸 
显著 提高 了 浪 育 卵 上 述 指标 。 据 此 可 以 推测 , 沛 育 
发 动 阶段 沛 育 卵 NAD(H) 含 量 下 降 可 能 主要 与 
NAD 降解 大 于 NAD 合成 有 关 ， 而 即时 浸 酸 显著 提 
高 其 辅酶 [ 含量 可 能 主要 与 NAD 合成 大 于 NAD 降 
解 有 天。 为 一 方面 NADP(H) 含 量 主要 取决 于 
NADP 的 合成 与 降解 的 平衡 。 本 人 研究 结果 表明 ， 沛 
育 发 动 阶段 , 济 育 卵 NADP( H) 含 量 和 NADP 含量 
显著 下 降 ; 相反 ,即时 浸 酸 显著 提高 了 其 NADP 
(H) 含 量 和 NADP 含量 。 据 此 可 以 推测 , 浪 育 发 动 
阶段 浪 育 咏 NADP(H) 含 量 下降 可 能 是 因为 NADP 
降解 大 于 NADP 合成 , 而 即时 浸 酸 显著 提高 NADP 
(再 ) 含量 可 能 是 因为 NADP 合成 大 于 NADP 降解 。 
此 外 , NAD 降解 产物 能 够 抑制 细胞 分 裂 。 沛 育 发 动 
阶段 济 育 卵 NAD 降解 大 于 NAD 合成 , 因此 小 育 发 
动 阶段 家 春 消 育 卵 NAD 降解 产物 增加 可 能 与 其 朋 
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胎 分 裂 停止 有 关 。 

动物 细胞 既 可 利用 色 氮 酸 从 头 合 成 NAD, 也 可 
利用 烟 酸 或 烟 酰 胺 通过 补救 途径 合成 。ADP- 核 糖 
基 聚 合 酶 ( ADP-ribose polymerase ) 、ADP 核糖 基 环 
化 酶 (ADP-ribosyl cyclase ) 和 去 乙醚 化 酶 (sirtuins) 
能 够 催化 NAD 降解 (Ying, 2008) 。NAD 激酶 负责 
催化 NAD 磷酸 化 生成 NADP, 相反 NADP 磷酸 酶 催 
化 NADP 脱 磷 酸 生 成 NAD (Kawai and Murata， 
2008) 。 因 此 , 今后 有 必要 进一步 测定 即时 浸 酸 对 
济 育 卵 上 述 酶 活性 及 其 基因 转录 的 影响 从 而 弄 清 
即时 浸 酸 显著 提高 济 育 卵 NAD(H) 和 NADP(H) 的 
原因 。 
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